The preparation of silk fibroin scaffolds with designable properties and the study of cell-scaffolds interaction by 卢岳
  
 
学校编码：10384                              分类号        密级         
学号：20720141150089                                       UDC         
 
 
 
 
 
 
 
硕  士  学  位  论  文 
   
 
 
性质可设计丝素蛋白支架材料的制备及细
胞-支架相互作用研究 
The preparation of silk fibroin scaffolds with designable 
properties and the study of cell-scaffolds interaction 
 
卢岳 
  
指导教师姓名：任  磊    教  授  
专  业 名 称：软物质与功能材料 
论文提交日期：2017  年  05  月                          
论文答辩时间：2017  年  05  月 
学位授予日期：2017  年      月   
 
答辩委员会主席：         
评    阅    人：          
 
2017 年 05 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
 
厦门大学学位论文原创性声明 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写课
题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特
别声明。） 
 
声明人（签名）： 
                  年   月   日 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文
应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密
委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认
为公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日 
 
厦
门
大
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
I 
摘要 
组织类型包括骨、肌肉、神经组织等，针对不同组织损伤修，对支架性质（如
力学性能、表面形貌、孔隙结构等）的要求有着很大的区别。丝素蛋白因其良好
的生物相容性和优异的力学性能，在组织工程领域应用广泛。丝素蛋白还具有极
强的可设计性，可以通过不同制备方法制成多种形式的支架材料（如水凝胶、多
孔海绵、膜、无纺布等），且丝素蛋白支架的蛋白构象、力学性能、降解速率等
性质都具有很高的可调节性。因此，本文以丝素蛋白为原材料来设计并制备性质
可调控的丝素蛋白支架材料，并研究材料性质对细胞行为的影响。 
在形貌可设计丝素蛋白膜研究中，通过紫外光刻制备具有光栅图案与圆柱/
孔图案的硅片，再先后通过聚二甲基硅氧烷 (PDMS) 图形转移与流延法成膜过
程制得图案化丝素蛋白膜。在光栅图案丝素膜上培养 HUVEC 细胞，发现细胞沿
着光栅方向取向并“拉伸”，且取向度与“拉伸”程度随光栅“脊”和“沟槽”
宽度的增大而降低。在圆孔/柱阵列图案丝素蛋白膜上的细胞形态倾向于呈“扁
平状”，且细胞贴壁程度与特征尺寸大小及间距有关。 
在物理性质可设计支架研究中，通过控制丝素蛋白成胶过程并在不同成胶状
态下对其进行冷冻干燥处理，制备获得性质可调（力学性能、孔隙结构）的丝素
蛋白/琼脂糖支架。其中丝素蛋白的成胶过程通过添加十二烷基磺酸钠 (SDS) 来
控制。加入的琼脂糖可提高丝素支架在水溶液中及高温灭菌后的形状稳定性。对
冻干前的凝胶态支架进行切割设计可以制备出适应具体应用的形状。测试结果表
明支架压缩模量在 18.6-58.8 kPa 范围内可调，孔径大小在 52.3-138.5 μm 范围可
调。体外 MC3T3-E1 细胞增殖实验证明支架具有良好生物相容性。ALP 活性检
测及矿化分析证明高力学性能的支架更适合于骨组织工程。 
 
关键词：丝素蛋白；组织工程；性质可调。 
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II 
Abstract 
The types of tissues include bone, muscle, nervous tissues, and etc. The optimal 
properties of scaffolds depend on the targeted tissues. Silk fibroin (SF) is widely 
applied widely in tissue engineering due to its good biocompatibility and superior 
mechanical properties. There are many types of SF scaffolds such as hydrogels, 
sponges, films and non-woven fabrics, and the features of SF scaffolds (conformation, 
mechanical properties, degradation rate, etc.) are also highly controllable. Hence, SF 
was utilized to fabricate scaffolds with designable properties in this study, and the 
cell-scaffolds interaction was also investigated.  
In the research of fabricating SF film with designable morphology, lithography 
technique was used to prepare silicon wafer with grating patterns and circular 
pillars/holes array patterns. The patterns were transferred onto polydimethylsiloxane 
(PDMS) followed by casting process to form patterned SF films. Human umbilical 
vein endothelial cells (HUVEC) were cultured onto the grating patterned films, and 
we found that cells were oriented along the grating and the shape of cells were 
“stretched”. The degree of cells orientation and stretching was decreasing with the 
increasing width of “ridges” and “grooves”. Cells cultured on circular pillars/holes 
array patterns appeared flat shape and the cell-attachment degree was related to the 
sizes and space of feature structure.  
In the fabrication of scaffolds with physical properties, we developed a simple 
method to fabricate lyophilized silk/agarose scaffolds with tunable features 
(mechanical property and pore structure) via controlling the gelation degree of silk 
fibroin and freezing-drying gels from different gelation degree. Sodium dodecyl 
sulfate (SDS) was utilized to accelerate the gelling process of silk with controllable 
rate. Agarose helped retain the shape of scaffolds after hydration and sterilization. 
Moreover, the scaffolds could be easily realized to desired shape for specific 
applications by shaping corresponding gels. The compressive modulus of scaffolds 
was tunable within a range of 18.6 – 58.8 kPa, and inner pore sizes could be tuned 
from 52.3 to 426.5 μm. In vitro MC3T3-E1 cells proliferation indicated good 
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III 
biocompatibility of silk/agarose scaffolds. Alkaline phosphatase (ALP) activity assay 
and mineralization analysis indicated scaffolds with higher mechanical properties 
were more beneficial for bone tissue engineering. 
 
Key Words：Silk Fibroin; Tissue Engineering; Tunable Properties. 
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第一章 绪论 
 
1 
第一章 绪论 
1.1 组织工程及支架材料 
组织工程是将物理学、工程学与生命科学有机结合起来，用于修复、替代或
改善受伤组织及器官功能的一门学科[1]。 简单来说，其过程可描述为：先从患
者体内提取少量细胞进行体外培养，然后将其种植于合适的支架材料上进一步培
育形成人造组织或器官，最终移植入病灶部位实现组织修复及疾病治疗的效果
（如图 1-1 所示）。 
 
 
图 1-1 组织工程简单流程示意图。 
（来源：Wikipedia-tissue engineering） 
 
其中，支架材料的作用在于代替天然组织中细胞生长的三维环境，使细胞能
够在其上增殖的同时还能保持原有的形态。支架材料还要有利于新生组织及血管
的长入，并且能够模拟天然组织的形状和结构。如何设计制备出更加适合人体组
织的支架材料，用于组织损伤的修复是个亟待解决的问题[2]。人体组织类型包括
骨、软骨、肌肉、皮肤、神经组织等，这些不同类型的组织损伤修复对其移植材
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料的性质（力学性能、表面形貌、孔隙结构、降解速率等）要求都有着很大的区
别。其力学性能要与组织的内部应力环境相适应，其内部孔径的大小要允许细胞
的渗透及气体、营养物质的交换，其降解行为要与新组织的生成速率相匹配。同
时，其硬度、表面形貌等特征还能影响细胞的行为、细胞外基质的生成以及功能
性组织的重建[3, 4]。针对不同目标组织类型的修复，相应的支架材料类型也多种
多样，常见的有多孔支架、水凝胶、膜材料等。 
1.2 再生丝素蛋白 
1.2.1 丝素蛋白概述 
丝素蛋白通常由一些节肢动物（如蚕、蜘蛛、蝎子、螨虫和蜜蜂等）在其变
态期由丝腺中产生并吐丝成纤维状存在[5]。其中，人们对桑蚕丝的使用有着几千
年的历史，主要应用在服装及纺织行业中。天然蚕丝主要由丝素蛋白和丝胶蛋白
共同组成，人们可以将天然蚕丝中的丝素蛋白分离并提取出来（称为再生丝素蛋
白）。近年来人们逐渐关注到了丝素蛋白在生物医学领域具有很好的应用前景，
由于其具有良好的生物相容性、体内可降解性以及优异的力学性能，丝素蛋白可
制成海绵、水凝胶、纤维、薄膜、微球以及管材等形式（图 1-2）[6]，被广泛应
用在组织工程支架材料、药物释放载体、生物芯片及手术缝合线等方面。 
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图 1-2 丝素蛋白应用在生物医学工程领域的主要形式[6]。 
 
1.2.2丝素蛋白的结构   
丝素蛋白中主要成分的分子量大约为（200-350 kDa，甚至更多），主体由疏
水链段的重复单元组成，中间穿插着一些小的亲水性基团[7]，其 N 端和 C 端被
包裹在内部而不暴露出来[8]。蚕丝丝素蛋白由通过二硫键相连的重链和轻链组成
[9]。重链的疏水区域包含大量的 Gly-X（Gly 为甘氨酸，X 可以是丙氨酸、丝氨
酸、苏氨酸和缬氨酸）重复单元组成，并易于形成反平行的 β-折叠构象。轻链则
表现为亲水性并相对更有弹性[10, 11]，结构如图 1-3 所示[12]。还有一个大约 25 kDa
大小的糖蛋白 (P25) 以非共价键的形式连接于丝素蛋白上，使丝素蛋白复合体
能够保持结构的整体性[13]。桑蚕丝丝素蛋白中重链：轻链：P25=6:6:1[14]，而非
桑蚕丝丝素蛋白则没有轻链和 P25 的存在[15]。 
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图 1-3 丝素蛋白重链和轻链二位原理示意图[12]。 
 
丝素蛋白的二级结构决定其物理性质。丝素蛋白分子链的疏水区域由重复的
Gly-X 的氨基酸序列构成，可以通过疏水作用组装成纳米晶体的结构（β-折叠）。
链接疏水区域的亲水链段主要由带有大体积极性侧链的氨基酸序列组成，并且形
成非晶态的二级结构[16]，称为无规卷曲构象，是丝素蛋白弹性的来源[17]。决定
丝素蛋白力学性能的关键因素在于结晶区与非晶区在纳米尺度上的尺寸、数量、
分布、取向以及空间排列[18]。纳米晶体可以给丝素蛋白提供优异的力学性能，
但却会在微米尺度结构上引入如空泡和微孔的缺陷[19]。 与其他生物大分子材料
相比，由于 β-折叠构象的存在，丝素蛋白在体内外的降解速率可以变得相对缓慢
[20]。这一特征使得丝素蛋白在作为组织工程支架时可以在植入体内一定时间内
保持其力学完整性直至新组织生成[21]。 
1.2.3 丝素蛋白构象转变 
新鲜提取的丝素蛋白以澄清透明的水溶液的形式存在，但却是非稳定的状态，
可以在一定的外界作用下发生构象转变而形成水凝胶，如图 1-4 所示[22]。凝胶的
形成是因为部分无规卷曲构象转变为热力学稳定的 β-折叠构象，提供了物理交联
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